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树 哆 组 织 乳 酸 脱氧 酶 同 工 酶 的 研究 


AT eH 
(江西 省 和 学 院 微 生物 研究 所 ) 
is 要 


对 云南 树 胸 ¿Tupaia belangeri chinensis) ob Al. Wü. SU re. ME, WE. EM. RRMA 
SHARAR RS UDO FIT RISE PER RU HOUR UD. HREM, 8 ARH Me LDH-M 型 
8 LDH- H 型 两 种 亚 基 组 会 而 成 的 5 PREG OB SC T SR. 采 电 分 光 光 并 比 色 定量 法 调 得 5 FAC 
分 的 相对 酶 活性 。 对 其 末 亚 基 和 M 亚 基 百 分 宰 以 及 H/M 亚 基 比 室 进行 了 统计 分 析 。 FRA BARES 
基因 表达 状况 进行 了 分 析 讨 论 。 f 
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乳酸 脱毛 醇 (LDH) [jT BedéB:M3B0 H8 Jp 352 zr ifi W RJ XE PE PSS pg, AH 
SEISA RAARANGA. X-T j T BS 25 38 yE kk SR 3A MK BU 2y BUB Bb 3 Y BS 
琴 表 达 和 调控 的 多 样 性 ， 从 分 子 水 平 上 前 明 物 种 多 样 性 的 分 子 机 制 ， 被 视 为 基因 的 生化 
表现 型 (Koen ef ai.,1969, Philipp ef al., 1977, Markert et al., 1959, Markert 
et al., 1975, Rosalki, 1974, Syner ef al., 1966; Vonwyl ef al., 1980 . BIEWE 
SAW RMR LAM Tw pala chinensis PERMA SALES (Elliot et al., 
1974) , REARS BRI LDH AREA EARS OE OCT BS, 
1987) 。 本 文 报道 云南 树 哆 8 fiia t5 LDHIS] Tie is 1k 3r a, 


H RL 和 i 


—. ZRH Bi (Tupaia belangeri chinensis) 采 自 云南 省 禄 劲 县 ， 经 室内 
ATARI 一 3 个 月 备用 。 均 为 性 成 熟 健 康 个 体 ， 体 重 110 一 145& 。 腹 股 沟 静 上 脉 放血 后 
立即 剖腹 取材 。100mg HAI i ml 0.06mol 马 比 妥 钠 组 冲 液 (pH8.6} 4%, T 10000 
ipm oe A208, LERE 0 一 4 CEA. 

二 、 凝 胶 电 访 0.5 € RRR CEAD 溶 于 50ml 0.06mol 巴 比 要 钠 -RCI1 组 冲 液 中 

(pH8.6)， 加 48ml 蒸 饮水 ，2 ml 10m mol EDTA-Na, WEB 0.596 B PEERS, mk 





本 文 1989 年 3 ASH ux), 19907 3 H30 F 413 Ij. 
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2E hui y 0.06mol E pz XE 99- HC] 缓冲 液 (pH8.6), HEEIS0V, misom, CHAA 
1544, 

=. BIRERE LOH 同 工 酶 的 显 色 液 组 成 为 1 mol dg EBENE 0.1ml ( 先 以 0.1 
mol P, B. S pH7.4 BP , $89 I (NAD) 0.25me, AEE Re dE ¿NBT 
0.3mg, Wie PATE (PMS) 0.05mgSTÉEBU dI d Hi. rH aK BER pg as pu ed ER4OC 
SRA, AA CAS : 水: 冰 醋 酸 = 4.8:4.8:0.4 HERE (A Bl, KE BK x 
现 。 有 序 切 割 各 区 带 另 以 等 同 空 白 凝 胶 为 对 照 。 用 0.4 NV NaOH RRAK, F560 
nm 波长 测定 光 密 度 值 。 统计 8 种 组 织 中 5 种 同 工 酶 组 分 的 相对 酶 活性 及 其 平均 值 和 个 
体 值 变动 范围 。 参 照 Barja 方 法 统计 各 同 工 栈 组 分 种 亚 基 和 M 亚 菇 比率 (Barja et al., 
1983)。 对 同 工 醛 谱 有 照相 记录 ， 用 日 本 岛 津 C5-910 型 双 波 薄 层 色谱 扫 措 仪 进行 透射 直线 
式 光 密度 扫 撕 记录， 样品 波长 (As) 570nm, # 33% PE K: Ord 500nm, jj xk HE Xx 
20mm/min (Shaw et af., 1970), 





结 果 m 讨论 


一 、 对 于 同 工 酶 等 电 点 生化 参数 的 分 析 ， 有 助 于 对 不 同 分 子 形式 辣 工 酶 特殊 电泳 行 
为 的 理解 《 李 士 枫 等 ，1986》 。 本 文 结 果 表 明 ， 8 种 组 织 的 乳酸 脱毛 酶 均 呈 现 由 LDH- 
M 型 和 LDH-H 型 两 种 亚 基 构 成 5 种 不 同 分 子 形式 的 四 聚 体 。 由 于 各 同 工 酶 分 子 记 带 电 
荷 狂 质 和 数量 的 差异 ， 在 电场 中 由 阴极 向 阳极 的 分 布依 次 为 LDH, LDH, LDH,, 
LDH: 和 LDH, 5 条 明显 的 电泳 区 带 。 鉴 于 LDH., ACO A, pHs. Witt 
缓冲 系统 中 问 阳极 的 泳 动 速 度 最 快 ， 而 LDHs 同 工 酶 的 等 电 点 一 般 高 于 pH7.0， 因 而 
在 电泳 中 明显 趋向 阴极 〈 图 1， 轿 2) 。 

二 、 用 分 光 光 度 比 色 定 量 法 对 不 同 个 体 、 组 织 的 5 种 同 工 酶 组 分 进行 定量 分 析 ， 测 
得 相对 酶 活性 见 表 1 。 从 5 种 间 工 酶 组 分 相对 酶 活性 的 变化 显示 出 差异 分 明 的 不 同 代谢 
类 型 所 固有 的 Me REGE. dL. XU. GUB. FEAS LOH, Go PJ T BS) 
相对 酶 活性 在 全 部 被 检 个 体 的 同 工 酶 中 偏 于 高 档 值 ， 呈 现 典型 的 以 适 氧 代谢 占 优势 的 氧 
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Fig.1 Eleclrophozelic patterns on agarose gel thin layer of lactate dehydrogenase isoenzymes 
of eight lissues in lhe tree shrew, Tupaia belangeri chinensis. 
Note, The meaning of number one to eight in figure are as follows, 
1. Hearts 2. Lung. 3. Submaxillary gland, 4. Spleen, 5. Kidney, 6. Adrenal gland. 


7. Skeletal muscle, 8. Brain. 
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Fig.2. Scanning curves of lactate dehydrogenase 3soenzymic electropherograms of eighi 





tissues in ihe tree shrew, Tupaia belamgeri chinensis 


À, = 570 nm, Ay =600 nm, Scanning speed for 20 mm/min. 


Tab.2. The subunit ratio and phenotype analysis of the five isoenzymes 
of lactate dehydrogenase in eight different tissues of tree shrew, 


Tupaia belangeri chinensis 








No. of H-subunit M-subunit H/M subunit The phenotypes of five 
Tissues D. . . 
animal percentage percentage ratios isoenzymes 
Hearl 10 63.7 30.3 2.30 LDH: >LDH2>LDH;>LDH,4>LDHs 
Lung 1g 47.5 $2.5 0.90 LDH.>LDH;>LDH;>LDH; >LDH, 
Submaxiliary gland — 9 £0.5 39.8 1.50 LDH1>LDH:>LDH;>LDH,>LDH; 
Spleen 9 80.6 49.4 1.09 LDH;>LDH;s>LDH,>LDH, >LDH; 
Kidney 11 E2.0 38.0 1.60 LDH:>LDH: >LDH3>LDHi>LDH; 
Adrenal glard 7 48.5 51.5 0.94 LDH.>LDH:>LDH:>LDHs5>LDH; 
Skeletal muscle 9 35.5 64.5 0.55 LDH,>LDH;>LDH;>LDH:2 >LDH, 
Brain 8 63.8 36.2 1.80 LDH:>LDH;>LDH;>LDH,>LDH; 


化 型 组 织 的 表 型 特征 ， 而 在 骨骼 肌 中 LDH。 (A) 同 工 酶 的 相对 活性 则 高 于 其 它 各 组 分 ， 
呈现 以 无 氧 酵 解 占 优 势 的 表 型 特征 。 乳酸 脱毛 醋 同 工 酶 是 细胞 糖 类 同化 和 异化 过 程 中 起 
重要 作用 的 一 类 和 氧化 还 原 酶 。 不 同 器 宫 组 织 中 糖 代谢 类 型 的 差异 在 较 大 程度 上 与 物种 对 
于 长 期 自然 选择 及 其 特异 生理 状态 的 反馈 性 适应 有 着 密切 的 相互 关系 。 一 种 生活 在 高 海 
拔 〈740 一 2050 米 ) 地 区 的 峨 边 花 牛 血 清 LDH， 同 工 酶 含量 随 海 拔 的 增高 伴随 环境 缺 氧 程 
度 的 增加 而 增高 《朱德 高 等 ，1986) , 反映 了 蛾 边 花 牛 对 高 海拔 低 氧 生态 环境 的 适应 
性 。 事实 上 在 高 等 生物 的 发 育 过 程 中 随 着 细胞 分 化 导致 形态 发 生 与 功能 特 化 的 同时 将 伴 
及 着 一 种 特异 性 酶 与 结构 蛋白 质 继续 合成 或 降解 的 过 程 。 

三 、 对 8 种 组 织 LDH [s] TENEH 3ESERI M E SEHR EAT, 结果 提示 ， BF RH 
亚 基 合成 的 LDH-B 基因 表达 活性 的 增强 ， 导 臻 H 型 亚 基 同 工 酶 相对 活性 的 显著 增高 。 
这 正 是 细胞 内 需 氧 代谢 过 程 活跃 的 明显 标志 ， 形成 以 心肌 为 代表 的 一 类 基因 表达 活性 


1 期 Xp ^k. PHASER T IE RIA ag 





H eM BERS, ded I EB A MEL RUE EBS LDH-A. 基因 表达 
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以 骨骼 肌 为 代表 的 人 基因 表达 活性 占 优势 的 Ab 型 酶 谱 〈 见 图 3 》。 而 脾脏 、 肾上腺 、 










am = SE. 
NN ae = AB; 
ZEB. MB: 
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Pig.3. Linear pictures of lactate dehydrogenase isoenzymic electropherograms 


cf eight tissues in the tree shrew, Tupota belangeri chinensis 


肺 组 织 由 于 各 同 工 酶 组 分 的 相对 酶 活性 以 致 酶 谱 表 型 特征 上 明显 区 别 于 前 面 两 种 类 型 ， 
而 呈现 另 一 类 型 的 电泳 酶 谱 。 信 得 注 意 的 是 他 人 都 含有 趋 于 接近 等 量 的 H 和 M 亚 基 百 分 
率 ， 因 而 H/M 亚 基 比率 分 别 为 1,.00、0.94 和 0.90。 反 映 了 在 醒 合 成 过 程 中 控制 M 亚 基 
Tu H WEE ARN A 2E Nn B 基因 的 表达 活性 接近 相等 的 状态 。 因 而 出 现 LDH'(B,) AE 
BERILDH; CA) 同 工 酶 的 相对 酶 活性 偏 低 于 LDH,。、LDHs 和 LDH, 的 中 间 AB 型 酶 谱 。 
在 我 们 的 电泳 分 析 中 表现 出 不 同 组 织 同 工 醇 亚 基 分 配 比 率 的 不 均一 性 ， 正 是 反映 了 同 工 
酶 调节 机 体 代 谢 的 另 一 种 方式 。LD 昌 基因 在 不 同 组 织 中 表达 能 力 的 差异 在 很 大 程度 上 与 
各 类 组 织 生 理 机 能 和 代谢 类 型 有 着 密切 的 相互 关系 (CSRS, 1985). SRR 
同 组 织 的 交工 酶 谱 及 其 亚 基 比率 的 变化 与 其 野生 状态 的 特异 生理 机 能 和 代谢 紧密 相关 。 
树 购 作 为 介 于 食 虫 目 与 钨 等 灵 长 类 不 同 进化 阶梯 间 的 一 个 重要 类 群 ， 至 今 对 其 进化 与 归 
属 尚 未 定论 《Lucketty 19800, 希望 通过 这 方面 的 深入 研究 提供 更 多 相关 的 分 子 生 物 学 
依据 。 
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STUDIES ON THE LACTATE DEHYDROGENASE ISOENZYMES 
OF TREE SHREW (Tupaia belangeri chinensis) TISSUES, 
AN ELECTROPHORETIC ANALYSIS ON 
THE AGAROSE GEL 


Zheng Zixiu Zhong linyan 
nstitute of Microbiology, J iangxi Academy of Science, Nanchang, China) 


Lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.27) is an oxidoreductase which catalyzes 
the resversion conversion of phruvate io lactate, The five isoenzymes of lactate 
dehydrogenase are tetramers composed of four polvpeptide chains of two types 
subunits A and Btor M and HD. The five isoenzymes have been demonstrated in 
all mammalian tissues, cells and serum, Tree shrew isa specific kind of animal 
between insectivora and primate, Ii is one of the most suitable research 
materials for experimental medicine, experimental pathology and evolutional 
biology. | 
The preseni paper deals with the analysis by agarose gel electrophoresis of 
lactate dehydrogenase isoenzymes of eight different tissues of tree shrew 


(Tupaia belangeri chinensis), The eight tissues are; heart, lung, submaxil- 
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lary gland, spleen, kidney, adrenal gland, skeletal muscle and brain, The 
electrophoresis was performed on 0.5% agarose gel thin layer in a pH 
8.6 buffer containing 0.06 mol/L sodium  dicthylbarbiturate, 0.2 N 
hydrochloric acid. The isoenzymic activity was visualized with a staining 
solution consisting of sodium DL-lactate, nicotinamide adenine dinucleotide 
(NAD), N-methylphenazinium methylsulphate (PMS) and nitro-ietrazolium blue 
chloride (NBT). The electropherograms of LDH isoenzymes was scanned record 
at À,2570 nm and À,=500 nm, scanning speed for 20mm/min. Five different 
molecular forms of isoenzymes and alterations of isoenzymic patterns were 
obserbed in the eight tissues of tree shrew, The isoenzymic phenotypes of five 
molecular forms are LCH,, LDH,, LDH,, LDH,, LDH, in heart, submaxi- 
llary gland and brain, only the phenotype of skeletal muscle were LDH,, 
LDH,, LDH;, LDH,, LDH,. The LDH, to LDH, isoenzymes migrated 
towards the anode and LDH, isoenzyme toward the cathode in the pH 8.6 
buffer, LDH, is the fastest and LDH, the slowest in the electrophoresis, The 
mean values of the five components of LDH isoenzymes in eight itssues were 
measured. The percentage of H subunit was calculated with the formula H% = 
LDH,% +3/4 LDH.% +1/2 LDH,% +1/4 LDH,%.The H/M subunits ratio 
was 2.3, 0.9, 1.5, 1.0, 1.6, 0.94, 0.55 and 1.8 in above mentioned eight 
tissues, respectively. 

Key words, Trec shrew, Lactate dehydrogenase isoenzyme, Agarose ge! 


electrophoresis 


